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摘要 :【 目的 】 黄 新 姬 小 蜂 Neochrysocharis formosa ( Westwood) 是 世界 上 蔬菜 潜 叶 蝎 的 优势 寄生 蜂 。 
2015 年 6 月 ,我 们 在 北京 发 现 该 寄生 蜂 存 在 孤 峻 产 峻 品系 (thelytokous strain) ,为 在 中 国 首次 发 现 。 
由 于 英 新 姬 小 蜂 弧 唆 产 上 峻 品系 和 两 性 品系 (arrhenotokous strain) 难于 从 形态 上 进行 区 分 ,本 研究 旨 
在 从 分 子 水 平 对 这 两 种 品系 进行 鉴定 ,为 孤 峻 产 峻 品系 的 后 续 研 究 和 应 用 商定 基础 。【 方 法 】 以 黄 
新 姬 小 蜂 孤 肉 产 只 品系 TH-China 和 两 性 品系 AR-China 的 室内 饲养 种 群 为 研究 对 象 , 分 别 扩 增 英 
新 姬 小 蜂 两 种 品系 的 核糖 体 基 因 (28S rDNA 和 ITS-1 基因 ) 和 线粒体 CO 工 基 因 序 列 ,比较 两 种 品 
系 的 遗传 分 化 ;采用 Rickettsia 特异 性 引物 NforRick1/NforRick2 扩 增 其 16S rDNA ,克隆 测序 并 进行 
BLAST 比 对 ;检测 在 TH-China 卵 梨 管 、 幼 虫 . 肾 和 成 虫 ,以 及 AR-China 成 虫 中 是 否 含有 诱导 形成 孤 
WE MEA En A A A Rickettsia s [2 告 果 】 分 别 以 引物 LC01490/HCO2198 和 CO I 17CO I2 扩 增 
的 两 段 CO 工 基因 序列 为 分 子 标记 建立 的 系统 发 育 树 表明 , 芙 新 姬 小 蜂 两 种 品系 分 别 聚 为 2 个 分 
支 , 品 系 间 的 遗传 距离 分 别 为 0.039 和 0.023; 以 ITS-1 基因 为 分 子 标记 时 ,两 种 品系 间 有 21 个 差 
异 位 点 ,遗传 距离 为 0.008; 以 28S rDNA 为 分 子 标记 时 ,两 种 品系 间 无 差异 位 点 。 从 TH-China 的 
Rickettsia 中 扩 增 的 168 rDNA 序列 与 日 本 报道 的 英 新 姬 小 蜂 弧 上 唆 产 峻 品系 内 共生 菌 Rickettsia sp. 
的 16S rDNA 序列 (GenBank 登录 号 : AB185963) 100% —3& ,. X 338] 9E TH-China 9B E 25 B. 
fo jx, R PAA Rickettsia ,而 AR-China X, 3x RA Rickettsia ,推测 Rickettsia Æ I HE > RN D 
成 原因 。 【结论 】 线粒体 CO TL AES THREE TD MEI P ESO Efe pde R29 sud 
支 系 ,而 核糖 体 基因 28S rDNA 和 了 ITS-l 基因 在 两 种 品系 间 没 有 遗传 分 化 或 不 能 形成 2 个 遗传 分 化 
支 系 。 
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Molecular identification of the thelytokous strain of Neochrysocharis 
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Abstract: [ Aim] The eulophid wasp Neochrysocharis formosa ( Westwood) is an important dominant 
parasitoid against vegetable agromyzid leafminers all over the world. In June 2015, we found the 
thelytokous strain of N. formosa in Beijing, which was its first discovery in China. lt is difficult to 


distinguish thelytokous strain from  arrhenotokous strain because of no distinct morphological 
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differentiation. In this study molecular methods were adopted to identify these two strains so as to provide 
a basis for future research and application of the thelytokous strain of N. formosa. [Methods] The genetic 
differentiation between the thelytokous strain TH-China and the arrhenotokous strain AR-China of N. 
formosa reared for several generations indoor was analyzed by multiple molecular markers (CO Į gene, 
ITS-1 gene and 28S rDNA). The 16S rDNA sequence was amplified from the endosymbiont Rickettsia of 
the two strains using the specific primers NforRick1/NforRick2, sequenced and blasted against NCBI 
database. The existence of Rickettsia which can induce thelytoky was detected in ovarioles, larvae, pupae 
and adults of TH-China, and adults of AR-China. [Results] Phylogenetic trees constructed based on two 
fragments of CO | gene amplified with the primer pairs LCO1490/HCO02198 and CO T 1/CO [2 showed 
that the thelytokous and arrhenotokous strains of N. formosa diverged into two distinct clades and their 
genetic distance is 0. 039 and 0. 023 , respectively. Using the ITS-1 gene and 28S rDNA as the molecular 
markers, there are 21 and 0 discrepant sites between the two strains, respectively, and the genetic 
distance of the two strains based on ITS-1 gene is 0. 008. The 16S rDNA sequence amplified from 
Rickettsia in TH-China strain has 100% identity with that from Rickettsia in the thelytokous strain in 
Japan ( GenBank accession no. : AB185963 ). Rickettsia was detected in ovarioles, larvae, pupae and 
adults of the thelytokous strain, but absent in adults of the arrhenotokous strain, suggesting that Rickettsia 
might contribute to the thelytoky. [Conclusion] The thelytokous and arrhenotokous strains of N. formosa 
are easily differentiated by CO |[ gene sequences, while no genetic variation is found based on 28S rDNA 
and almost no genetic divergence based on ITS-1 gene. 
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YIH h ( agromyzid leafminers ) 是 危害 蔬菜 、 花 卉 

等 经 济 作物 的 一 类 世界 性 重要 小 型 害虫 , 雌 成 虫 刺 
伤 植物 叶片 并 进行 取 食 和 产 卵 ,幼虫 潜入 植物 叶片 
危害 ,产生 不 规则 白色 忠 道 即 “ 潜 道 ” ,影响 植物 的 
光合 作用 ,严重 降低 作物 产量 甚至 绝收 (Spencer， 
1973; RR, 1996; Kang et al., 2009) 。 据 Spencer 
(1973 ) 统 计 , 世 界 潜 蝇 科 昆 虫 有 害 类 群 达 17 属 158 
种 ,其 中 对 蔬 业 、 花 齐 、 不 谷牧 革 及 林木 等 构成 威胁 
或 潜在 威胁 的 害虫 为 75 fho REER ERK 
叶 蝇 类 害虫 危害 最 为 严重 的 国家 之 一 ,主要 潜 叶 晶 
Æ Hh PRO € xu X2 d W& Chromatomyia horticola 
( Goureau ) 和 萄 斑 潜 晶 Liriomyza chinensis ( Kato) 等 ， 
ARRA ZIER L. trifolii (Burgess) .美洲 斑 
1E HR L. sativae ( Blanchard ) , Bj Æ Pt E WR L. 
huidobrensis ( Blanchard ) IÆ Jh REX t L. bryoniae 
( Kaltenbach) ,不 仅 造成 严重 的 经 济 损失 , 而 且 随 着 
外 来 斑 潜 蝇 的 迅速 入侵 扩散 而 构成 更 严重 的 威胁 
(康乐 ，1996; Chen et al., 2003; 相 君 成 等 ,2012; 
王 伟 等 , 2012; 刘 万 学 等 , 2013; WA ES, 2014)。 
20 世纪 50 年 代 前 , 潜 叶 蝇 因 寄生 性 天 敌 种 类 

富 、 自 然 控 制作 用 强 , 曾 被 认为 是 一 类 不 会 导致 重 
大 经 济 损失 的 微小 型 昆虫 (Hansson, 1985; Liu et 
al., 2009) 。 但 由 于 农药 的 频 用 和 滥用 , 潜 叶 蝇 的 自 

































































然 天 敌 受 到 抑制 ,加 之 这 些 为 害 的 潜 叶 量 寄 主 范围 
广 、 世 代 历 期 短 、 繁 殖 力 高 为害 隐蔽 、 易 产生 抗 药 性 
等 特性 (Parrella et al., 1987; 康乐 ，1996; Chen et 
al., 2003; Ferguson, 2004; Kang et al., 2009; Liu et 
al., 2009; Ferguson and Pineda, 2010; Gao et al., 
2011) ,因此 , 自 20 世纪 50 年 代 之 后 ,重要 潜 叶 晶 类 
害虫 在 世界 上 许多 国家 入 侵 扩散 并 形成 了 持续 的 危 
害 (Kang et al., 2009; Liu et al., 2009; 相 君 成 等 ， 
2012) ,合理 利用 寄生 蜂 进 行 “绿色 ” 防 控 是 目前 的 
首选 措施 (Liu et al., 2009; 王 伟 等 , 2012; 刘 万 学 
等 , 2013), 

芮 新 姬 小 蜂 INeochrysocharis formosa ( Westwood ) 
是 蔬菜 潜 叶 蝇 的 一 种 优势 寄生 性 和 天敌, 广泛 分 布 于 
世界 30 个 国家 ,我 国 至 少 已 在 17 个 省 /直辖 市 有 发 
现 , 具 有 重要 的 潜在 控 害 效应 和 应 用 价值 ( 王 伟 等 ， 
2012; Zhang et al., 2014; Liu et al., 2015) 。 该 寄生 
蜂 为 卵 育 型 (synovigenic ) 抑 性 单 内 寄生 蜂 , 温度 适 
应 范围 广 ,而 且 耐 高 温 , 不 仅 可 以 通过 产 卵 寄生 致死 
寄主 幼虫 ,而 且 可 以 通过 寄主 取 食 (host feeding) 和 
A EIT H (host stinging ) 的 非 繁 殖 方式 杀 死 寄主 
( host killing) 幼虫 ( 王 伟 等 , 2012; 刘 万 学 等 , 2013; 
Zhang et al., 2014; Liu et al., 2015) 。 

app E Re 7 PR OU EE E LL ,但 芙 新 
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姬 小 蜂 于 2006 年 在 日 本 首次 被 确认 具有 两 性 品系 
(arrhenotokous strain ) fH Jf WE P7 WE à z& ( thelytokous 
strain) ( Tagami et al., 2006) , 并 证 实 是 内 共生 茵 
Rickettsia Vf 5E 2 gr i 7] e dE f TUE P7 WE ( Hagimori 
et al., 2006; Adachi-Hagimori and Miura, 2008) , 4€ 
们 于 2015 年 5 -6 月 ,在 采 自 北京 的 潜 叶 晶 羽 化 的 
芙 新 姬 小 蜂 中 发 现存 在 抓 雌 产 雌 现 象 ,并 在 实验 室 
建立 了 稳定 的 连 代 饲养 种 群 ,为 该 蜂 孤 肉 产 肉 品 系 
在 中 国 首 次 发 现 。 由 于 关 新 姬 小 蜂 的 孤 肉 产 雌 品系 
和 两 性 品系 难于 从 形态 学 进行 区 分 ,因此 ,本 研究 旨 
在 检测 白肉 产 肉 品系 是 否 含有 导致 扳 雌 产 雌 特性 形 
成 的 内 共生 菌 Rickettsia ,并 且 从 线粒体 和 核糖 体 基 
因 分 子 角度 测定 两 种 品系 的 遗传 差异 并 指导 进行 分 
子 鉴 定 ,从 而 为 关 新 姬 小 蜂 后 续 的 相关 深入 研究 和 
利用 黄 定 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 fti mls 

Ar] EE TUME ^ ME Z& TH-China F 2015 年 
5-6 Ho AIRT P bs A MU BEA bi se 467 PUT 2E 
所 的 蔬菜 种 植 基地 ,寄主 为 驳 豆 彩 潜 蝇 C. horticola/ 
É Y RE NS L. sativae, 寄主 植物 为 草 蓝 Brassica 
alboglabra L. H. Bailey。 在 实验 室 采 用 单 雌 饲 养 方 
式 建立 室内 种 群 。 英 新 姬 小 蜂 两 性 品系 AR-China 
虫 源 于 2014 年 9 月 采 自 中 国 农业 科学 院 植 物 保护 
研究 所 家 属 院 ,寄主 为 美洲 斑 潜 蝇 , 寄 主 植物 是 丝瓜 
Luffa cylindrica L. Roem, 两 种 品系 均 用 “ 矮 生 菜豆 - 
美洲 斑 潜 蝇 (2 BECK. -3 RHR) RRE EATA 
候 箱 ( 温度 26 x 17C ,相对 湿度 40% ~50% , 光 周 期 
14L: 10D) 进行 连 代 饲养 。 美 洲 斑 潜 蝇 采 自 中 国 农 
业 科 学 院 植物 保护 研究 所 廊坊 中 试 基地 菜豆 地 。 孤 
上 肉 产 上 肉 品 系 在 实验 室 饲 养 22 代 以 上 ,两 性 品系 饲养 
28 代 以 上 。 将 实验 室 多 代 饲 养 的 两 种 品系 的 寄生 
蜂 稳 定 种 群 供 试 。 
1.2 ”革新 姬 小 蜂 孤 雌 产 雌 品 系 的 分 子 鉴 定 

分 别 随 机 吸取 两 种 品系 15 头 以 上 的 雌 蜂 , 于 
- 80°C 冻 死 ,采用 单 头 研磨 快速 提取 法 (Barro and 
Driver, 1997) 获得 DNA ,作为 PCR 扩 增 的 模板 ,分 
别 以 线粒体 基因 (CO T) 和 核糖 体 基 因 (ITS-1 和 
28S rDNA) 为 分 子 标记 区 分 英 新 姬 小 蜂 两 种 品系 ， 
电泳 具体 操作 方法 同 1. 2. 1 节 , 凝 胶 成 像 系统 分 析 
昌 泳 结果 ,分 别 选择 15 个 含有 目的 条 带 的 PCR 产 
物 样 品 送 上 海 生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 公 司 测 









































































































































序 。 所 有 PCR 反应 体系 :Tad 酶 的 酶 活 单位 为 2.5 
U/uL, dNTPs 浓度 为 2. 5 mmol/L, 引物 浓度 为 10 
umol/L, 

1.2.1 以 COTI 基 因为 分 子 标记 : 以 LCO1490/ 
HC02198 和 CO I 1/CO I 2 为 引物 (引物 均 由 上 海 
生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 公 司 合成 , 表 1) 对 天 
新 姬 小 蜂 两 种 品系 的 COI 的 基因 序列 进行 PCR 扩 
增 , 前 者 PCR 反应 体系 :Taq 酶 1 pL, dNTPs 4 pL, 
10 x buffer ( 含 Mg“ 离 子 )5 uL, 上 下 游 引 物 各 1 
uL, DNA 模板 2 pL, ddH,O 补 至 50 pL。 反 应 程序 ; 
预 变性 94%C 3 min;35 个 循环 :变性 94%C 30 s, 退 火 
49*C 30 s ,延伸 72%C 40 s; 再 延伸 72% 10 min, 后 
者 PCR 反应 体系 :Taq 酶 0.25 pL,dNTPs 0.5 pL,10 
xbuffer( 含 Mg* 离子 )2.5 nkL, 上 和 下游 引物 各 0. 5 
uL, DNA 模板 2 uL, ddH,O 补 至 25 pL。 反 应 程序 : 
预 变 性 92%C 1 min;40 个 循环 :变性 92% 1 min,iR 
火 53% 1 min, 延 伸 72% 1 min 30 s; 再 延伸 72%C 1 
min 30 s, 

1.2.2 以 核糖 体 基因 为 分 子 标记 : 以 引物 
1881975F/5. 8S35R 和 288F3633/28SR4076 (引物 均 
由 上 海 生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 公 司 合成 , 表 
1) 对 甘 新 姬 小 蜂 两 种 品系 的 ITS-1 和 28S rDNA 基 
因 片 段 进行 PCR 扩 增 ,前 者 反应 体系 :Tad 酶 0. 24 
pL, dNTPs 0. 66 uL,10 x buffer( 含 Mg ' 离子 )3.3 
pL, 上 下 游 引物 各 1.3 uL, DNA 模板 1 uL, ddH,0 
补 至 33 pL。 反 应 程序 : 预 变性 92%C 1 min;35 个 循 
环 : 变 性 92% 1 min ,退火 58% 1 min, 延 仲 72%C 90 
s; 再 延伸 72C 90 s。 后 者 反应 体系 :Tad 酶 0.25 
pL, dNTPs 0.5 pL,10 x buffer( 含 Mg 离子 )2.5 
pL,1881975F 0. 5 pL,5. 8S35R 0.5 uL, DNA 模板 2 
pL,ddH,O 补 至 25 pL。 反 应 程序 : 预 变 性 94%C 2 
min;38 个 循环 :变性 94%C 30 s, 退 火 58%C 50 s, 延 伸 
72%C 1 min 30 s; 再 延伸 72%C 10 min, 

1.3” 孤 肉 产 肉 品系 内 共生 菌 Rickettsia 的 检测 
1.3.1 Rickettsia 检测 : 基于 日 本 学 者 Hagimori 等 
(2006) 报道 , 鞭 新 姬 小 蜂 扳 上 肉 产 雌 品 系 是 Rickettsia 
诱导 形成 的 结果 。 随 机 选取 美 新 姬 小 蜂 孤 肉 产 峻 品 
系 成 蜂 4 头 , 于 -80Y 冰冻 ,采用 单 头 研磨 快速 提取 
法 (Barro and Driver, 1997) 获得 DNA。 以 此 为 模 
板 , 以 引物 NforRick1/NforRick2( 引 物 均 由 上 海 生 工 
生物 工程 技术 服务 有 限 公 司 合成 , K 1) AU S 
小 蜂 两 种 品系 的 16S rDNA 的 基因 序列 进行 扩 增 ， 
PCR 反应 体系 :Taqd 酶 0.2 uL,dNTPs 1.0 uL,10 x 
buffer( 含 Mg 离子 ) 2.0 uL, NforRickl 0.4 uL, 
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NforRick2 0. 4 uL, DNA 模板 0.8 uL, ddH,O 补 至 20 
kL, 其 中 各 物质 浓度 同 1.2 节 。 反 应 程序 : 预 变性 
95*C 10 min;35 个 循环 :变性 95% 30 s, 退 火 53%C 
30 s, 延 伸 72% 2 min; 再 延伸 72% 10 min, W 20 
uL 扩 增 产物 在 含有 Gold view II f] 196 琼脂 糖 凝 胶 
上 以 110 V 电泳 分 离 30 min ,然后 以 凝 胶 成 像 系统 
分 析 电 泳 结 果 。 然 后 ,切取 孤 肉 产 雌 品系 成 虫 扩 增 
的 目的 条 带 , 利 用 琉 脂 糖 凝 胶 回 收 试剂 盒 纯 化 后 ,与 
pEASY-TI 载体 连接 ,转化 至 Trans1-Tl 感受 态 细胞 ， 
接种 到 含 Ampicillin, X-Gal 和 IPTG 的 培养 基 培 养 ， 
挑 取 白 色 单 菌落 培养 , 选 出 阳性 克隆 15 个 样品 , 送 上 
海 生 工 生物 工程 技术 服务 有 限 公 司 测序 。 其 中 ,PCR 
反应 试剂 .琼脂 糖 凝 胶 回 收 试剂 盒 .pbEASY-T]1 克隆 载 
体 试剂 盒 均 购买 自 Transgen 公司 。 

1.3.2 Rickettsia 在 芙 新 姬 小 蜂 孤 雌 产 雌 品 系 不 同 
发 育 阶 段 的 检测 : 随机 选取 孤 雌 产 雌 品系 卵巢 管 、 
幼虫 和 晴 , 以 及 两 种 品系 雌 蜂 ,提取 DNA。 其 中 , Bp 
HE DNA 是 解剖 5 头 扳 雌 产 雌 品系 雌 蜂 卵 梨 所 得 





















































卵 梨 管 ,采用 血液 “组织 /细胞 基因 组 提取 试剂 盒 
(DP304-02, 购 自 Transgen 公司 ) 提取 ; DAME P= WE p 
系 幼 虫 和 晴 , 以 及 两 种 品系 峻 蜂 , 单 头 研磨 快速 提取 
法 提取 DNA ,电泳 检测 PCR 反应 体系 、 程 序 和 电泳 
具体 操作 方法 同 1.2.1 节 , 凝 胶 成 像 系 统 分 析 电 泳 
结果 ,含有 目的 条 带 的 样品 示 为 含有 Rickettsia ,否则 
认为 不 含 。 
1.4 数据 处 理 

所 有 序列 在 NCBI 数据 库 均 应 用 BLAST( Basic 
Local Alignment Search Tool) 进行 比 对 分 析 ; 以 
MEGAS ( Tamura er al., 2011) ) 和 DNASP. 10. 01 
(Librado and Rozas, 2009) 分别 进行 序列 校正 、 拼 接 
和 多 序列 比 对 ;用 软件 DNAman 和 GeneDoc 进行 序 
列 多 重 比 对 并 进行 特异 性 位 点 分 析 ; 以 MEGAS. 22 
软件 中 的 Kimura 2 parameter 模型 计算 遗传 距离 , X 
新 姬 小 蜂 两 种 品系 每 条 基因 序列 均 只 有 一 个 单 倍 
型 ,每 个 单 倍 型 选择 一 条 序列 构建 进化 树 并 进行 
1 000 次 bootstrap 重 采 样 检 验 。 










































































表 1 本 研究 所 用 引物 
Table 1 Primers used in this study 
基因 名 称 引物 名 称 引物 序列 (5' -3^) 产物 大 小 (bp) 参考 文献 
Gene name Primer name Primer sequences Product size References 
wi 18S1975F TAACAAGGTTTCCGTAGGTG m "TC MONET 
s 5.8S35R AGCTGGCTGCGTTCTTCATCGA rare) uS RUE d 
28S rDNA CREE Line d MD QN S RN 520 Tiawsirisup et al., 2008 
28SR4076 AGACTCCTTGGTCCGTGTTT 
vr LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 710 2 Jaai 
j HC02198 TAAACTTCAGGGTGGCCAAAAAATCA ER Ra 
COI coN SII SET ATP T 520 Hoshizaki and Shimada, 1995 
COD TACTCCAATAAATATTATAATTTG 
DNA NforRickl AGTGAGTGATGAAGGCCCTA 58i — 
> NforRick2 GGAATTCCATCATCCTCT ACTAC SD 
登录 号 : ABS09263)/ 25 个 差异 位 点 。 选 取 甘 区 
2 结 果 姬 小 蜂 的 同 科 近 缘 属 寄生 蜂 Closterocerus chamaeleon 
( Girault) 作为 外 群 建立 系统 发 育 树 ( 图 2) ,天 新 姬 
2.1 鞭 新 姬 小 蜂 孤 雌 产 肉 品 系 的 分 子 鉴定 小 蜂 抓 肉 产 雌 品 系 和 两 性 品系 聚 为 两 个 亚 分 支 , 遗 
2.1.1 以 COTI 基 因为 分 子 标记 :利用 引物 COTI/ — 传 距离 为 0.023; 抓 肉 产 雌 品系 与 日 本 报道 的 孤 雌 


CO I2 扩 增 本 研究 中 革新 姬 小 蜂 孤 雌 产 雌 品 系 TH- 
China 和 两 性 品系 AR-China CO I 基因 序列 ,并 进行 
序列 比 对 ,结果 显示 (图 1) ,两 种 品系 的 差异 位 点 主 
要 分 布 于 灰色 区 域 ,分 别 为 第 60, 101, 128, 137, 
167, 209, 227, 374, 383 和 431 位 碱 基 , 共 10 个 差 
异 位 点 ;本 研究 中 白肉 产 肉 品系 与 日 本 报道 的 扳 雌 
产 雌 品系 (GenBank 登录 号 : AB509264) 只 有 3 个 差 
异 位 点 ;两 性 品系 与 日 本 报道 的 两 性 品系 (GenBank 








F WE m A (GenBank 登录 号 : AB509264) 聚 为 一 支 ， 
日 本 报道 的 两 性 品系 (GenBank 登录 号 : 
AB509263 ) 独立 形成 一 个 分 支 。 

利用 引物 LCO1490AHCO2198 扩 增 甘 新 姬 小 蜂 
孤 肉 产 肉 品系 和 两 性 品系 的 CO 工 基因 序列 ,并 进行 
序列 比 对 分 析 , 结果 表明 (图 3) ,两 种 品系 间 共 有 
25 个 差异 位 点 ,遗传 距离 为 0. 039 。 
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TH-China 80 
AR-China 80 
TH-AB50926 80 
AR-AB50926 80 
TH-China 160 
AR-China 160 
TH-AB50926 160 
AR-AB50926 160 
TH-China 240 
AR-China 240 
TH-AB50926 240 
AR-AB50926 240 
TH-China 320 
AR-China 320 
TH-AB50926 320 
AR-AB50926 320 
TH-China 400 
AR-China 400 
TH-AB50926 400 
AR-AB50926 400 
TH-China 443 

AR-China 443 

TH-AB50926 443 

AR-AB50926 443 








到 1 用 引物 CO I 1/00 I2 扩 增 的 室内 饲养 和 来 源 于 NCBI 数据 库 的 黄 新 姬 小 蜂 孤 雌 产 雌 品 系 
和 两 性 品系 CO I 基因 序列 的 特异 性 识别 位 点 


Fig. 1 Species-specific identification sites in the CO [Į gene of the thelytokous and arrhenotokous strains of 























Neochrysocharis formosa from the insectary and NCBI database amplified with the primer CO Į 1/CO Į 2 
TH-China; JEJ E v JUNE ME A COI 序列 ,试验 虫 源 来 自 中 国 室内 饲养 种 群 (COI sequence of the thelytokous strain of N. formosa from the 
insectary in China) ; AR-China; 芙 新 姬 小 蜂 两 性 品系 COIT 序列 ,试验 虫 源 来 自 中 国 室内 饲养 种 群 (COI sequence of the arrhenotokous strain of N. 
formosa from the insectary in China) ; TH-AB509264 ; 黄 新 姬 小 蜂 孤 雌 产 雌 品 系 COI 序列 ,出自 NCBI 数 据 库 ,试验 虫 源 来 自 日 本 (COI sequence of 
the thelytokous strain of N. formosa from Japan downloaded from NCBI) ; AR-AB509263 ; 芙 新 姬 小 蜂 两 性 品系 COI 序列 ,出自 NCBI 数 据 库 ,试验 虫 
源 来 自 日 本 ( COI sequence of the arrhenotokous strain of N. formosa from Japan downloaded from NCBI). 图 2 [i] The same for Fig. 2. 黑色 为 序列 位 
点 一 致 区 ; 灰色 为 序列 差异 位 点 区 ; 特异 性 识别 位 点 位 于 白色 区 域 。The identical bases are in black, the variable sites are in gray, and the 


species-specific identification sites are in white. 































































































TH-China 
99 | 


99 TH-AB509264 
AR-China 


AR-AB509263 


Closterocerus chamaeleon AB509279 


eer 


0.01 
图 2 用 引物 CO 11/CO 12 扩 增 的 CO 工 基 因 序 列 为 分 子 标记 采用 最 大 似 然 法 以 K-2-P 模型 计算 遗传 距离 而 构建 的 系统 发 育 树 


Fig. 2 Maximum likelihood tree based on the nucleotide sequence of CO ] gene amplified with the primer 








COCOR using a Kimura 2-parameter distance model of evolution 





Bootstrap 检验 设置 1 000 次 重复 。The bootstrap analysis was carried out with 1 000 replicates. 图 5, 7 和 8 [i]; The same for Figs. 5, 7 and 8. 
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* 20 * 40 + 60 jas 80 

TH-China E E E E EE TIT [T 80 

NAAA ATCAAAATAAATCTTCATATAAAATTGGATCCCCACCTCCACANGCATCAAAAAATGAAGTATTTAAMTTTCGA 60 

TH-China f$ FNA 160 

AR-China (9 160 

TH-China [8 240 

AR-China 240 
* 260 * 280 id 

TH-China WAS ACCAGC Xd vp o AACAGAAG TE [jJ ^ ^ — 320 

AR-China Be: | TGTAATGAAAAMATAGATAAATCAACAGAAGCU IGCCTAAATTTGATGATAAAGGACEKPAO 

























TH-China LENEEE 400 
AR-China (eA wwe enic e A CACTGCCC TCTTCC TCATC (8 prevede a CTTGCCGCTAATAAT 400 
TH-China ebvvvwVeuu viv VP VV CP Ner ep v Y 480 
AR-China OVV V eu vi v Vere eer v VN gj 480 
TH-China [ee 560 
AR-China Me 560 
s 580 z 600 $ 620 i 640 

TH-China WU VY UNer oo Neler VU veu Ve e v V Vo VP V T eu ep Vv Nr YY VY Yuu yw yy 640 
AR-China iMuelepv viv UENO vinieron vv elu o Vere v NV NUNC (e eb VV Nep VV OVV VAOU 640 
TH-China 

AR-China 
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3 用 引物 LCO1490/HCO2198 扩 增 的 英 新 姬 小 蜂 抓 雌 产 雌 品 系 和 两 性 品系 CO T 3E 











>H 





序列 的 特异 性 识别 位 点 








Fig. 3 Species-specific identification sites in the CO Į gene of the thelytokous and arrhenotokous strains 


of Neochrysocharis formosa amplified with the primer LCOIA490/HCO2198 


2.1.2. 以 核糖 体 基 因为 分 子 标记 : 革新 姬 小 蜂 两 
种 品系 ITS-1 基因 序列 比 对 结果 显示 (图 4) ,共有 
21 个 差异 位 点 。 其 中 , 孤 上 肉 产 上 肉 品 系 在 第 411 - 
412, 428 -435 和 492 - 500 位 为 碱 基 缺 失 部 位 ; 两 
性 品系 在 第 652 -653 i M o RE d AR ; TUE PE 
品系 与 日 本 报道 的 扳 雌 产 肉 品系 序列 (CenBank X* 
录 号 : AB363934) 存在 稳定 的 特异 性 识别 位 点 ,分 
别 为 第 64, 123 -125 和 715 -716 位 碱 基 位 点 ;日 

本 报道 的 革新 姬 小 蜂 两 性 品系 序列 (CenBank 登录 
号 : AB363935) 与 其 余 3 个 品系 ITS-1 基因 序列 差 
异 位 点 相对 较 多 , 主要 位 于 图 示 的 灰色 区 域 。 系 统 
发 育 分 析 结 果 ( 图 5) 显示 ,本 研究 中 两 种 品系 遗传 
差异 小 ,遗传 距离 为 0. 008 ; 同时 ,两 种 品系 均 与 日 
本 报道 的 革新 姬 小 蜂 扳 肉 产 雌 品 系 (GenBank 登录 
号 : AB363934 ) 聚 在 同一 个 文系 , 而 日 本 报道 的 两 
性 品系 (GenBank 登录 号 : AB363935 ) 则 独立 为 一 


个 支 系 。 















































pau 


以 28S rDNA 基因 序列 为 分 子 标 记 , 比 对 结 曙 
示 ( 图 6) ,本 研究 中 两 种 品系 及 日 本 报道 的 孤 肉 
产 雌 品系 序列 完全 一 致 , 均 与 日 本 报道 的 两 性 品系 
仅 有 5 个 差异 位 点 。 以 寄生 蜂 C. chamaeleon 为 外 
群 进行 进化 分 析 ,结果 显示 (图 7) ,革新 姬 小 蜂 两 种 
品系 及 日 本 报道 的 孤 雌 产 雌 品系 (CenBank 登录 号 : 
AB508821 ) 分 布 于 同一 个 进化 分 文 上 ,而 芙 新 姬 小 
蜂 两 性 品系 (GenBank 登录 号 : AB508820 ) 则 独立 
为 一 个 分 支 。 
2.2 芙 新 姬 小 蜂 
Rickettsia 鉴定 
2.2.1 Rickettsia 的 检测 : 将 去 载体 序列 在 NCBI 数 
据 库 进 行 BLAST 比 对 ,并 选取 NCBI 数据 库 收录 的 

a 9096 且 分 别 分 布 于 Rickettsia 两 
大 组 一 一 斑 疹 热 组 (spotted fever group ) 和 过 渡 组 
(transitional group ) 的 序列 构建 进化 树 进行 系统 发 
育 树 。 盖 忠 病 东方 体 Orientia tsutsugamushi 基因组 
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御 孤 雌 产 雌 品 系 中 内 共 
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TH-China 80 
AR-China 80 
AR-AB36393 80 
TH-AB36393 80 
TH-China 157 
AR-China l5 
AR-AB36393 154 
TH-AB36393 160 
TH-China 237 
AR-China 237 
AR-AB36393 234 
TH-AB36393 240 
ts 260 ud 280 fix 300 a 320 
TH-China 'TGA £C TACGC 3 e 
AR-China 
AR-AB36393 
TH-AB36393 
TH-China 
AR-China 
AR-AB36393 
TH-AB36393 
TH-China 467 
AR-China 477 
AR-AB36393 451 
TH-AB36393 469 
TH-China B 537 
AR-China 556 
AR-AB36393 55 
TH-AB36393 539 
TH-China 
AR-China 
AR-AB36393 
TH-AB36393 
TH-China 
AR-China 
AR-AB36393 
TH-AB36393 
n 740 X 160 i 780 
TH-China G 3 e 758 
AR-China TEG 
AR-AB36393 |] 738 
TH-AB36393 Ó 762 








图 4 室内 饲养 和 来 源 于 NCBI Zhe EIS K A EES ME m 8A Em AS ITS-1 基因 的 特异 性 识别 位 点 


Fig. 4 Species-specific identification sites in the ITS-1 gene of the thelytokous and arrhenotokous strains 














of Neochrysocharis formosa from the insectary and NCBI database 
TH-AB363934. Jr /| Se 9 ME pn MESS 2 ITS-1 序列 出 自 NCBI 数据 库 (ITS-1 sequence of the thelytokous strain of N. formosa from Japan 
downloaded from NCBI) ; AR-AB363935 : J3jrlji/] ie pj PE m z& ITS-1 序列 出 自 NCBI 数据 库 (ITS-1 sequence of the arrhenotokous strain of N . 
formosa from Japan downloaded from NCBI). 图 5 |F] The same for Fig. 5. 




















是 研究 Rickettsia 演变 进化 的 最 佳 参照 ( 潘 慧 鹏 和 ZRdEGGÉ A8 DT s JN E IHE PA E d ZR VL EIE PRI 
张 友军 , 2012), D 为 外 群 , 以 16S rDNA Rickettsia sp. ( GenBank 登录 号 : ABI85963) 聚 为 一 
基因 序列 为 分 子 标记 进行 进化 分 析 , 结果 (图 8) 支 , 且 100% 同 源 (图 9) , 故 认 为 本 研究 Rickettsia JE 
i CREE RT Vj ^E Rickettsia 5j H 于 过 渡 组 。 
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AR-China 
TH-China 


TH-AB363934 
[E AR-AB363935 


ea 
0.01 


到 5 以 ITS-1 基因 序列 为 分 子 标记 采用 最 大 似 然 法 
以 K2-P 模 型 计算 遗传 距离 构建 的 系统 发 育 树 


Fig. 5 Maximum likelihood tree based on the 








上 




















nucleotide sequence of ITS-1 gene using a Kimura 


2-parameter distance model of evolution 


2.2.2 Rickettsia 在 革新 姬 小 蜂 两 种 品系 的 检测 : 


芙 新 姬 小 蜂 扳 雌 产 肉 品 系 的 峻 蜂 卵 巢 管 、 幼 虫 . 师 
成 虫 中 均 扩 增 出 Rickettsia 的 目的 条 带 ,而 两 性 品 
成 虫 中 没有 (图 10), 
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3 讨论 


有 一 种 Rickettsia 内 共生 菌 , 随 后 被 证 实 Rickettsia 是 
导致 关 新 姬 小 蜂 产 生 孤 雌 产 雌 现象 的 原因 , 这 也 是 


日 本 学 者 Arakaki 和 Kinjo(1998 ) 最 早 发 现 田 
间 采 集 的 革新 姬 小 蜂 性 比 偏 肉 ,并 推测 其 在 田间 同 
时 存在 扳 雌 产 雄 和 扳 雌 产 雌 两 种 生殖 方式 , Tagami 
等 (2006 ) 发 现 芙 新 姬 小 蜂 孤 肉 产 内 品系 个 体 中 含 
































Rickettsia 导致 寄生 蜂 形成 孤 雌 产 雌 现象 的 首次 报道 
( Hagimori et al., 2006; Adachi-Hagimori and Miura, 


和 品系 的 二 信 体 是 3 














2008) ,进一步 深入 研究 发 现 ,革新 姬 小 蜂 孤 肉 产 峻 

















通过 单 性 生殖 克隆 来 维持 ,与 沃 尔 




















系 ”巴克 氏 体 诱导 机 
但 迄今 为 止 ,并 没有 鞭 新 姬 小 蜂 扳 肉 产 雌 品 系 在 其 





il T£ 4 fs [RH] ( Stouthamer, 1997) 。 
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6 室内 饲养 和 来 源 于 NCBI 数据 库 的 芙 新 姬 小 蜂 孤 肉 产 雌 品系 和 两 性 品系 288 rDNA 基因 序列 的 特异 性 识别 位 点 


Fig. 6  Species-specific identification sites in the 28S rDNA sequence of the thelytokous and 











arrhenotokous strains of Neochrysocharis formosa. from the insectary and NCBI database 


TH-AB508821: JEJ A/N JUNE MEE S Z& 28S rDNA 序列 出 自 NCBI 数据 库 , 试 验 虫 源 来 自 日 本 (28S rDNA sequence of the thelytokous strain of N. 








formosa from Japan downloaded from NCBI) ; AR-AB508820 : 鞠 新 如 














区 小 蜂 两 性 品系 














28S rDNA Jy Jj H 








HH. NCBI 数据 库 , 试 验 虫 源 来 自 日 本 (28S 


rDNA sequence of the arrhenotokous strain of N. formosa from Japan downloaded from NCBI). 图 7 [i] The same for Fig. 7. 
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AR-China 
99 TH-China 


TH-ABS08821 
AR-ABS508820 


EN Vani Closterocerus chamaeleon LC228232 
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图 7 以 28S rDNA 基因 序列 为 分 子 标记 采用 最 大 似 然 法 以 K-2-P 模型 计算 遗传 距离 构建 系统 发 育 树 


Fig. 7 Maximum likelihood tree based on the nucleotide sequence of 28S rDNA gene using 






































a Kimura 2-parameter distance model of evolution 


日 本 立 克 次 体 R. japonica L36213 
立 氏 立 克 次 体 尽 rickettsii L36217 


康 氏 立 克 次 体 R. conorii L36105 





84 
澳大利亚 立 克 次 体 R. australis U17644 
Rickettsia sp. D84558 
非洲 立 克 次 体 R. africae L36098 


Rickettsia sp. (thelytokous N. formasa China) 


86 | Rickettsia sp. AB185963 
盖 虫 病 东 方 体 Orientia tsutsugamushi D38625 


E——c—4 
0.01 


8 以 16S rDNA 基因 序列 为 分 子 标记 采用 最 大 似 然 法 以 K-22-P 模型 计算 遗传 距离 构建 系统 发 育 树 


Fig. 8 Maximum likelihood phylogenetic tree based on the nucleotide sequence of 16S rDNA gene using 
































a Kimura 2-parameter distance model of evolution 











R-China 80 
R-AB185963 80 
R-China 160 
R-AB185963 160 
R-China 240 
R-AB185963 240 
R-China 258 

R-AB185963 253 








图 9 室内 饲养 和 来 自 NCBI 数据库 芙 新 姬 小 蜂 孤 雌 产 雌 品系 的 内 共生 菌 Rickettsia 16S rDNA 比 对 结果 


Fig. 9 Alignment of 16S rDNA sequence of Rickettsia in the thelytokous strains of 

















Neochrysocharis formosa from the insectary and NCBI database 
R-China; JEJ E NAE SOME P^ WEE ih A Rickettsia 16S rDNA 序列 ,试验 虫 源 来 自 中 国 (16S rDNA sequence of the thelytokous strain of N. formosa from 
China); R-AB185963 ; JEJ U ME TOME r WE a Z& Rickettsia 16S rDNA 序列 出 自 NCBI 数 据 库 ,试验 虫 源 来 自 日 本 (16S rDNA sequence of the 


thelytokous strain of N. formosa from Japan downloaded from NCBI). 
































他 国家 有 发 现 的 报道 。 继 在 北京 发 现 闫 新 好 小 蜂 孤 
上 肉 产 肉 品 系 之 后 ,我 们 在 海南 云南、 山西 和 福建 等 
省 的 湾 叶 蝇 羽 化 寄生 蜂 中 相继 有 发 现 ( 未 发 表 数 
据 ) 。 本 研究 中 抓 肉 产 雌 品系 所 含 的 Rickettsia 与 日 





本 报道 孤 肉 产 肉 品系 的 Rickettsia ( Hagimori et al., 
2006) 100% 同 源 。 在 关 新 姬 小 蜂 孤 雌 产 雌 品 系 
Rickettsia 归属 的 Transitional group 中 ，, 均 被 发 现 可 
UA T A EK I E r E, i BA Liposcelis 
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图 10 ”天 新 姬 小 蜂 孤 雌 产 雌 品 系 和 两 性 品系 中 
Rickettsia 的 检测 
Fig. 10 Detection of Rickettsia in the thelytokous and 








arrhenotokous strains of Neochrysocharis formosa 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA molecular weight marker; 1: 两 性 品系 成 
虫 Adult of the arrhenotokous strain; 2 -5: 分 别 是 孤 雌 产 雌 品系 的 卵 
梨 管 、 幼 虫 、 晴 和 成 虫 Ovarioles, larva, pupa and adult of the 











thelytokous strain, respectively. 


bostrychophila PA WE P7 WE ih Z& KY Rickettsia sp. ( Yusuf 
and Turner, 2004) ; 男 Bellii group 的 Rickettsia 引起 
外 寄生 蜂 Pnigalio soemius 形成 扳 肉 产 雌 品系 ,属于 
Rickettsia 导致 寄生 蜂 形 成 孤 雌 产 雌 的 第 2 个 案例 
( Giorgini et al., 2010) 。 

本 研究 中 芙 新 姬 小 蜂 两 种 品系 的 分 子 检测 结果 
表明 ,以 CO 工 基因 上 具有 明显 的 遗传 分 化 ; 以 引物 
CO L1/CO 12 扩 增 的 序列 之 间 遗 传 距 离 为 0. 023 , 
明显 低 于 日 本 两 种 品系 间 的 遗传 距离 (0. 085) ; 以 
CO 工 基因 片段 为 分 子 标记 时 ,可 以 准确 地 鉴定 两 种 
品系 。 但 核糖 体 基因 上 的 序列 相对 保守 , 如 本 实验 
两 种 品系 28S rDNA 基因 D2 区 序列 完全 一 致 。 尽 
管 28S rDNA 基因 保守 的 序列 中 含有 12 个 高 变 区 
(D1 - D12) ( Dietrich et al., 2001) , H. D2 区 相对 变 
异 大 ,被 认为 具有 物种 遗传 多 样 性 分 化 的 潜在 通用 
性 ,但 本 研究 显示 不 能 用 28S rDNA 基因 来 区 分 两 
种 品系 。ITS-l 基因 存在 一 定 程度 的 遗传 分 化 ,两 种 
品系 间 的 遗传 距离 为 0.008 ,可 以 区 分 两 种 品系 。 

Adachi-Hagimori 和 Miura(2008 ) 提出 多 重 PCR 
扩 增 ITS-1 基因 片段 并 电泳 检测 法 来 区 分 黄 新 姬 小 
蜂 两 种 品系 ;Adachi-Hagimori 等 (2011 ) 提出 通过 
28S rDNA 基因 测序 并 构建 系统 发 育 树 可 以 区 分 其 
新 姬 小 蜂 两 种 品系 。 但 是 ,这 两 种 方法 均 不 能 区 分 
中 国 的 两 种 品系 。 可 能 因为 我 们 的 两 种 品系 均 与 日 
本 报道 的 两 性 品系 存在 较 远 的 亲缘 关系 ,遗传 距离 
分 别 为 0.096 和 0.097(CO 工 结果 ) , 且 两 性 品系 与 
日 本 报道 的 两 性 品系 聚 为 2 个 文系 ,可 能 是 2 个 隐 
存 种 。 而 本 研究 中 的 两 种 品系 的 遗传 距离 近 , 尤 其 






























































是 28S rDNA 基因 序列 完全 相同 ,推测 孤 峻 产 上 肉 品 
系 起 源 于 两 性 品系 。 这 与 已 报道 孤 肉 产 上 肉 品 系 起 源 
于 其 亲缘 关系 最 近 的 两 性 品系 的 结果 是 一 致 的 
(Kooi and van der Schwander, 2014; Tabata et al., 
2016) 。 我 们 的 实验 种 群 在 实验 室 建 立 稳定 种 群 22 
代 以 上 ,生物 学 特性 的 观察 可 以 完全 确认 为 两 种 品 
系 , 同 时 ,以 CO 工 基 因 序 列 为 分 子 标记 时 ,两 种 品系 
间 的 遗传 距离 均 大 于 2% 作为 物种 判别 标准 (Hebert 
et al., 2004) 。 因 此 ,综合 认为 ,天 新 姬 小 蜂 可 能 存 
在 不 同 的 “ 隐 存 种 ”, 即 本 研究 的 两 性 品系 和 日 本 的 
芙 新 姬 小 蜂 两 性 品系 可 能 是 不 同 的 “ 隐 存 种 ”。 故 
芙 新 姬 小 蜂 两 性 品系 之 间 以 及 与 扳 肉 产 肉 品系 ( 包 
括 “ 隐 存 种 ”) 之 间 的 遗传 分 化 , 还 需要 从 遗传 多 样 
性 分 化 进行 进一步 系统 研究 。 

蔷 新 姬 小 蜂 是 蔬菜 潜 叶 蝇 的 田间 优势 寄生 蜂 ， 
不 仅 可 以 通过 产 卵 寄生 致死 寄主 幼虫 , 而 且 可 以 通 
过 寄主 取 食 和 寄主 叮 热 的 非 繁 殖 方式 杀 死 寄主 幼 
虫 ,具有 很 强 的 控 害 潜力 ( 王 伟 等 ,2012; 刘 万 学 
等 , 2013; Zhang et al., 2014; Liu et al., 2015) ;我 
们 观察 发 现 , 孤 雌 品系 同样 具有 3 种 寄主 杀 死 行为 。 
由 于 孤 雌 产 肉 品系 没有 雄 蜂 , 因此 在 寄生 蜂 繁育 成 
本 和 应 用 方面 被 认为 比 两 性 品系 可 能 具有 更 大 的 控 
害 和 应 用 潜力 ( Roopa et al., 2009; Ramirez-Romero 
et al., 2012; Furihata et al., 2015) 。 尽 管 日 本 于 
2005 年 将 黄 新 姬 小 蜂 扳 雌 产 雌 品 系 作为 “生物 杀 虫 
剂 "产品 被 注册 登记 (Tagami et al., 2006) ,但 关于 
孤 肉 品系 的 适应 性 和 控 害 潜力 以 及 与 两 性 品系 的 差 
异 尚 无 系统 研究 。 另 外 , RA ANE E P E m 
和 两 性 品系 常 在 田间 同 域 发 生 (Adachi-Hagimori 
and Miura, 2008; Adachi-Hagimori et al., 2011) ;我 
MERRI L^] NE RIS] DEP E m RIPE m IRE 
北京 海南 等 省 共存 (未 发 表 数 据 ) ; Adachi-Hagimori 
等 (2011 ) 提 出 内 共生 菌 诱导 白肉 产 雌 品系 的 形成 
可 能 是 导致 关 新 姬 小 蜂 同 域 性 物种 形成 (sympatric 
speciation) 的 一 个 重要 诱因 。 但 关于 革新 姬 小 蜂 两 
种 品系 的 生态 位 共存 和 分 化 机 理 尚 需 进 一 步 研究 ， 
从 而 为 该 寄生 蜂 的 防 控 应 用 实践 提供 指导 。 
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